非离子态氨对转“全鱼”生长激素基因鲤鱼的急性毒性和慢性毒性 by 管波 et al.
  
    2010 年  第 55 卷  第 29 期：2823 ~ 2827 
www.scichina.com  csb.scichina.com  
 
 
英文版见: Guan B, Hu W, Zhang T L, et al. Acute and chronic un-ionized ammonia toxicity to “all-fish” growth hormone transgenic common carp (Cyprinus carpio 
L.). Chinese Sci Bull, 2010, 55, doi: 10.1007/s11434-010-4165-5 
论 文 
《中国科学》杂志社 
SCIENCE CHINA PRESS 
非离子态氨对转“全鱼”生长激素基因鲤鱼的急性毒性和
慢性毒性 
管波①②, 胡炜①*, 张堂林①, 段明①②, 李德亮①②, 汪亚平①, 朱作言① 
① 中国科学院水生生物研究所, 淡水生态与生物技术国家重点实验室, 武汉 430072;  
② 中国科学院研究生院, 北京 100049 
* 联系人, E-mail: huwei@ihb.ac.cn 
2010-02-27 收稿, 2010-04-27 接受 
国家重点基础研究发展计划(2007CB109205, 2009CB118804)和国家自然科学基金(30623001)资助项目 
  
摘要  在自然水体和人工水体中氨氮对鱼类是有毒的. 利用静水更新式生物测试研究了非离
子态氨对转基因鲤鱼和对照鱼的 96 h急性毒性实验和 21 d慢性毒性实验. 通过 96 h非离子态
氨急性毒性实验发现, 转基因鲤鱼的非离子态氨氮 24, 48, 72和 96 h半数致死浓度(LC50) (2.64, 
2.44, 2.28和 2.16 mg/L)分别比对照鲤鱼相应的 24, 48, 72和 96 h半数致死浓度(LC50) (2.70, 2.64, 
2.52和 2.33 mg/L)略低, 没有显著性差异; 但在不同非离子态氨氮(3.86, 3.29和 2.09 mg/L)胁迫
下, 转基因鲤鱼的半数致死时间(LT50) (1.41, 7.91和 117.42 h)分别显著性短于对照鱼的半数致
死时间(2.53, 14.06和 150.44 h). 21 d非离子态氨慢性毒性实验发现, 在不同非离子态氨氮浓度
(0.91 ± 0.12, 0.48 ± 0.06和 0.12 ± 0.01 mg/L)胁迫下, 转基因鲤鱼的死亡率均显著性高于对照鲤
鱼. 上述研究表明, 转基因鲤鱼对氨氮胁迫的耐受能力比对照鲤鱼差, 为客观评价转生长激素
基因鲤鱼潜在生态风险, 并为今后确定转GH基因鱼集约化养殖的密度和制定养殖水体氨氮安
全指标提供了重要的科学参数. 
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由于工农业污水的大量排放和有机废物的降解
等, 氨氮广泛分布于各种自然水体中. 水产集约化养
殖中 , 含氮代谢产物排放及残饵和粪便降解等因素
容易引起氨氮在养殖水体中高水平积累 . 非离子态
氨和离子铵是氨氮在水体中的两种存在形式, 其中, 
非离子态的氨(NH3)作为一种中性分子相对于带电荷
的离子铵(NH4＋)而言 , 较容易通过鱼类等水生生物
的上皮细胞膜 , 对鱼类等水生生物有较强的毒性 [1]. 
目前人们通过大量的实验研究了非离子态氨对鱼类
的急性毒性和慢性毒性. 其中, 高水平的非离子态氨
急性毒性能引起鱼类抽搐、昏迷甚至死亡等[2]. 低剂
量的非离子氨慢性毒性的主要效应为亚致死影响 , 
如削弱鱼类游泳活动能力[3], 损伤鱼类的鳃、肝脏以
及肾脏造成组织[4], 降低鱼体的免疫力, 增加细菌的
易感性[5,6], 抑制鱼类生长[7]. 此外, 在集约化养殖中
氨氮浓度与循环水养殖或池塘养殖密度有紧密的关
系 [8,9]. 因此, 无论是自然水体还是水产养殖水体中, 
氨氮是对鱼类的主要环境胁迫因子之一. 
从转基因鱼诞生至今已培育出 30 多种转基因鱼, 
但迄今尚无一例转基因鱼产业化 [10,11]. 制约其产业
化的瓶颈因素在于对其潜在生态风险的担忧 [12,13]. 
转生长激素基因鱼生长速度快, 饵料转化效率高, 但
是, 生长激素基因的转植, 除改变转基因鱼的生长特
性外, 还改变了转基因鱼的许多生物学特性, 如非特
异免疫特征[14]、游泳能力[15]、骨骼结构[16]、海水适
应能力 [17]等 . 这些生物学特征的改变是否改变转基
因鱼在自然水体中的生存力尚不知晓 . 研究转基因
鱼的生存力是客观评价转基因鱼是否具有潜在生态
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风险的重要研究内容[12,13]. 此外, 建立与快速生长转
基因鱼优良品质性状相适应的养殖模式与技术标准, 
是今后转基因鱼产业化健康发展的重要保证 . 氨氮
对鱼类是一种重要环境胁迫因子 , 但迄今尚未见转
生长激素鱼对氨氮毒性的耐受特性研究报道. 因此, 
本研究以转全鱼 GH 基因鲤鱼为材料, 旨在初步探讨
非离子态氨对转全鱼 GH 基因鲤鱼的急性毒性和慢
性毒性, 为研究转 GH 基因鱼的种群适合度以客观评
价其潜在生态风险, 并为今后确定转 GH 基因鱼集约
化养殖的合理密度和制定养殖水体氨氮安全指标提
供重要的科学参数. 
1  材料与方法 
(ⅰ) 材料鱼.  “全鱼”转植基因 pCAgcGH 由鲤
鱼 基 因β-actin 启 动 子 驱 动 草 鱼 (Ctenopharyngodon 
idellus)生长激素基因构成. P0, F1, F2, F3, F4 和 F5 代转
基因鱼繁育方法见 Guan 等人[18]的报道. 2006 年 4 月
14 日用 F3 代转基因雄鱼和对照雌鱼交配获得 F4 代转
基因鱼及其同胞对照鱼, 开口摄食后 F4 代转基因鱼
及其同胞对照鱼养殖在野外池塘中. 大约 2000 尾 60
日龄的 F4 代转基因鱼及其同胞对照鱼于 2006 年 6 月
15 日从野外转入到室内循环水养殖系统中, 实验前
驯化时间至少持续 1 月以上. 驯养期间, 每天按基本
相同的投喂率投喂 2 次, 水中溶氧高于 7.00 mg O2/L, 
氨氮浓度低于 0.40 mg/L, pH 在 7.00~7.60 之间, 水温
在 26 和 29.5℃ 之 间 , 人 工 照 明 控 制 光 照 周 期 为
12L:12D.  
剪取实验鱼适量的尾鳍组织, 通过 chelex 100 方
法提取总 DNA[19]用于 PCR 检测, 将转基因鱼和其同
胞对照鱼(阴性鱼)区分开, 其中同胞对照鱼用作实验
对照鱼. PCR 检测用的上游引物 GHF1 (5′-CGGTTT 
TCTCATTCATTTACAGT-3′)和下游引物 GHR1 (5′- 
TACCATCTACAACATCGTTCCTA-3′), 目 的 片 段 为
283 bp. PCR 反应程序: 94℃预变性 5 min, 扩增 35 个
循环(94℃, 30 s; 56℃, 30 s; 72℃, 30 s), 最后 72℃延
伸 5 min.  
氨氮急性毒性实验材料鱼为 2006 年繁殖的 F4 代
转基因鱼. 氨氮慢性毒性实验材料鱼为 2007 年繁殖
的 F5 代转基因鱼及其同胞对照鱼, 生产方法和驯化
方法及 PCR 检测均与 2006 年所用 F4 代转基因鱼及
其同胞对照鱼处理方法相同. 
(ⅱ) 实验用水和水质分析.  用美国 YSI 金泉
550A 溶氧仪测定溶氧和温度, 用 Delta 320 型 pH 计
(Mettler-Toledo, 上海)测定 pH. 氨氮浓度用纳氏比
色法测定[20]. 非离子氨和总氨氮的浓度用 mg N/L 表
示[1]. 
非离子态氨计算方法基于如下公式[21]:  
+
3 4
3 (pKa pH)
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[NH ]= ,
1+10 −
 
pKa 为 NH3 + H2O←→NH4+ + OH‒ 的平衡常数,
计算方法为: pKa = 0.09018 + 2729.92/T (T 为开尔文
温度). 
(ⅲ) 氨氮毒性急性毒性实验.  利用静水更新式
生物测试(static-renewal bioassays)进行急性氨氮毒性
实验 , 用于计算转基因鲤鱼和对照鱼的半数致死浓
度(LC50)和半数致死时间(LT50). 氨氮储存液用分析
纯 NH4Cl 在 1500 L 的塑料缸中配制, 实验用水为脱
氯自来水, 同时用 0.47 mol/L 的 Na2CO3 和 1 mol/L 
HCl 调 pH 到 8.0 左右, 作为储存液, 其体积大约为
879.2 L. 实验时设置对数浓度梯度为 9.69, 13.67, 
19.21, 27.48, 41.43, 54.16 mg/L 总氨氮, 对照组不加
氯化铵(总氨氮 0.21 mg/L) (经预备实验确定正式实验
液浓度范围), 实验过程中的实际氨氮浓度用纳氏比
色法测定, 非离子氨浓度依赖于总氨氮浓度、pH 和
温度等参数. 实验前第 7 天, 剪鳍条标记转基因鱼和
其同胞对照鱼. 实验前 1 天停止投喂, 转基因鱼均重
为(1.68±0.05) g, 对照鱼均重为(1.57±0.05) g, 体重无
显著性差异(ANOVA, P>0.05). 实验前将配制好的储
存液转移到 120 L 的塑料桶中, 共 6 个浓度梯度及 1
个对照组, 每个梯度 3 个重复, 实验液体积为 80 L. 
2006 年 7 月 14 日, 按每个塑料桶放置转基因鱼和同
胞对照鱼各 20 尾, 将实验鱼随机放到同一塑料容器
中, 转移过程中注意尽可能减少对实验鱼的刺激. 实
验期间对实验溶液进行轻微充气 , 溶氧浓度为高于
7.00 mg/L. 每隔 4 h 记录各个实验溶液的参数(温度、
pH 和溶氧浓度), 并用 0.47 mol/L Na2CO3 或 1 mol/L 
HCl 调 pH, 使其保持稳定. 每隔 1 h 记录实验鱼死亡
数目和死亡时间, 其中鱼苗死亡判断方法为, 停止游
泳且用玻璃棒刺激鱼苗无反应即为死亡 . 实验液每
隔 24 h 更换 1 次. 
(ⅳ) 氨氮慢性毒性实验.  氨氮慢性毒性实验前
2 周, 大约 140 尾 F5 代转基因鱼用金属标记(North- 
west Marine Technology, Inc., 美国), 大约 140 尾同 
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胞对照鱼不标记, 饲养在循环水养鱼系统中. 2008 年
8 月 18 日, 氨氮慢性毒性实验容器为 4 个塑料桶 (直
径 150 cm, 体积 1500 L). 设置 4 个浓度梯度, 实验液
体积约为 927 L, 实验用水为脱氯自来水, 分别加入
氯化铵(0, 7.06, 35.28 和 70.57 g). 实验过程中实际的
氨氮浓度用纳氏比色法测定 , 非离子氨浓度由总氨
氮浓度、pH 和温度共同决定 . 4 组实验液用 0.47 
mol/L Na2CO3 和 1 mol/L HCl 调节 pH 到 8.0 左右. 将
32 尾转基因鱼和 32 尾同胞对照鱼随机分配到同一塑
料桶中, 对照鱼均重为(5.36 ± 1.00) g, 转基因鱼均重
为(5.53 ± 1.13) g, 转基因鱼和对照鱼之间体重没有
显著性差异(P>0.05). 实验期间对实验溶液进行轻微
充气, 溶氧浓度为高于 7.00 mg/L. 每隔 24 h 记录各
个实验溶液的参数(温度、pH 和溶氧浓度), 实验液
每隔 24 h 更换 1 次. 实验周期为 21 d, 每天 8:30 和
14:30 饱食投喂 2 次, 饵料为商用冷冻红虫. 
(ⅴ) 统计和数据分析.  非离子态氨对实验鱼的
LC50 和 LT50 及其 95%置信区间通过 STATISTICA 
6.0 统计软件 Probit 过程来估算, 依据 95%置信区间
没有重叠来判定两组之间的 LC50 和 LT50 存在显著
性差异 [22]. 结果均用平均值±标准误表示 . 慢性毒
性对转基因鱼和对照鱼的死亡率影响比较采用卡方
检验(chi square test). P<0.05 表示差异显著. 统计软
件为 STATISTICA 6.0, 科学绘图工具为 SigmaPlot 
8.0. 
2  结果 
2.1  急性毒性实验 
96 h 氨氮急性毒性实验期间, pH 维持在 7.95~ 
8.06 之间, 水温维持在 28.5~29.5℃. 溶氧浓度变化较
小, 接近饱和(大于 7.00 mg/L). 实际测定的各实验
组总氨氮浓度分别是 0.21 (对照组), 9.69, 13.67, 
19.21, 27.48, 41.43 和 54.17 mg N/L; 非离子氨浓度
分别为 0.015(对照组), 0.75, 0.10, 1.46, 2.09, 3.29 和
3.86 mg N/L. 实验过程中, 3 个低浓度组(≤1.46 mg 
NH3-N/L) 和对照组没有实验鱼死亡. 通过 96 h 急性
毒性实验, 发现非离子态氨对转基因鲤鱼的 24, 48, 
72 和 96 h LC50 (2.64, 2.44, 2.28 和 2.16 mg/L)分别比
同胞对照鱼的 24, 48, 72 和 96 h LC50 (2.70, 2.64, 2.52
和 2.33 mg/L)略低, 但没有显著性差异(表 1). 同时
也发现, 转基因鲤鱼和同胞对照鱼的 LT50 随着非离 
子态氨浓度增加而下降. 在不同非离子态氨氮(3.86, 
3.29 和 2.09 mg/L)胁迫下转基因鲤鱼的 LT50 (1.41, 
7.91 和 117.42 h)分别显著性短于同胞对照鱼的 LT50 
(2.53, 14.06 和 150.44 h)(表 2). 
2.2  氨氮慢性毒性实验 
在 21 d 实验期间, 溶氧浓度大于 7.00 mg/L, pH
维持在 7.9~8.1 之间, 水温维持在 24~25℃之间. 经过
21 d 氨氮慢性胁迫实验, 发现在不同非离子态氨氮
浓度(实验组, 0.91 ± 0.12, 0.48 ± 0.06 和 0.12 ± 0.01 
mg/L; 对照组, 0.010 ± 0.002 mg/L) 胁迫下, 在相同
浓度非离子态氨胁迫条件下 , 转基因鲤鱼的死亡率
显著性高于对照鲤鱼(图 1). 
表 1  非离子态氨对转基因鲤鱼和对照鱼的 LC50 值 
 
24 h LC50 
(95% CI)a) 
48 h LC50 
(95% CI)a) 
72 h LC50 
(95% CI)a) 
96 h LC50 
(95% CI)a) 
转基因鱼 2.64 
(2.40~2.89) 
2.44 
(2.20~2.70) 
2.28 
(2.10~2.47) 
2.16 
(2.02~2.32) 
对照鱼 2.70 
(2.48~2.93) 
2.64 
(2.39~2.94) 
2.52 
(2.33~2.75) 
2.33 
(2.20~2.47) 
a) 非离子态氨氮浓度为 mg N/L; CI, 置信区间 
表 2  在不同氨氮浓度下转基因鲤鱼和对照鱼的 LT50 值 
非离子氨氮
(mg N/L) 
转基因鱼 LT50 (h)a) 
(95% CI) 
对照鱼 LT50 (h) 
(95% CI) 
2.09 117.42(110.58~126.16) * 150.44(136.80~169.77) 
3.29 7.91(6.85~8.94) * 14.06(12.51~15.74) 
3.86 1.41(1.09~1.72) * 2.53(2.00~3.03) 
a) *表示在相同氨氮浓度下, 95%置信区间没有重叠, 两组
之间 LT50 存在显著性差异 
 
图 1  慢性氨氮毒性对转基因鲤鱼和对照鱼死亡率的影响 
* 表示卡方检验后具有显著性差异(P < 0.05) 
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3  讨论 
本研究通过 96 h 急性毒性实验, 发现转全鱼 GH
基因鲤鱼在不同浓度非离子态氨氮胁迫下 , 转基因
鲤鱼的 LT50 显著性短于对照鲤鱼的 LT50. 通过 21 d
的慢性毒性实验发现与同胞对照鱼比较转基因鲤鱼
具有较高的死亡率. 而且, 研究不同非离子态氨氮浓
度对转基因鱼生长的影响 , 发现转基因鲤鱼的平均
体重均没有显著性增加 , 而对照鲤鱼平均体重均显
著性增加(未发表资料). 因此, 转基因鲤鱼对非离子
态氨毒性比对照鲤鱼更敏感 , 转基因鲤鱼对氨氮胁
迫的耐受能力比对照鲤鱼差.  
转基因鱼的生存力是客观评价其潜在生态风险
的重要参数 [12,13]. 氨氮广泛分布于各种自然水体中, 
氨氮已成为胁迫鱼类生存的重要环境因子之一[2]. 有
研究发现氨氮能够削弱褐鳟(Salmo trutta L.)避险能
力, 社会相互作用和捕食行为因此被扰乱, 同时捕食
者-猎物的关系发生改变[23]. 转 GH 基因鱼对氨氮胁
迫的耐受能力尚未见任何报道 , 本研究发现转生长
激素基因鲤鱼对氨氮胁迫耐受能力下降. 因此, 在自
然水体中, 氨氮浓度增加可能会对转 GH 基因鲤鱼的
生存适合度产生负面影响. 
鱼类集约化养殖过程中 , 氨氮已成为水产集约
化 养殖中影响 鱼类生长和 生存的主要 限制因子 之
一 [24]. 研究在池塘养殖和循环水养殖系统中养殖密
度 对 鱼 类 生 长 的 影 响 , 以 及 鱼 类 养 殖 密 度 与 水 质 
(包括氨氮) 之间的关系非常重要[8,9]. Biswas 等人[9]
研究发现在小养殖系统中养殖鲤鱼氨氮是影响合适
养殖密度的主要因子. 本研究发现转 GH 基因鲤鱼对
氨氮毒性具有较低的耐受能力. 此外, 我们也发现转
GH 基因鲤鱼具有较高的日常摄食率, 而且摄食后的
耗氧率显著高于对照鲤鱼[18], 因此, 在转 GH 基因鲤
鱼集约化养殖过程中可能需要降低养殖密度. 当然, 
转 GH 基因鱼集约化养殖模式中合理的养殖密度及
其对转 GH 基因鱼生长和生存力的影响, 还有待深入
研究. 
转 GH 基因鲤鱼对氨氮毒性比对照鱼更敏感是
一个有趣的发现. 氨对所有的脊椎动物是有毒的, 可
能的机制是: NH4+置换 K+, 使神经元去激化, 激活谷
氨酸受体 N-甲基-D-天门冬氨酸受体(NMDA-R), 引
起过多的 Ca2+进入神经元, 导致中枢神经系统细胞
死亡[2,25]. 那么, 在转 GH 基因鲤鱼脑组织中过表达的
GH 和 NMDA-R 之间是否存在某种内在联系呢? Bhat
等人[26]通过免疫组织化学技术研究 GH 和 NMDA-R
之间的关系 , 发现在大鼠垂体前叶的一些分泌促黄
体激素、促卵泡成熟激素、生长激素、促甲状腺激素
刺激激素和催乳素的细胞中广泛分布着 NMDA-R1. 
Le Grevès 等人[27,28]发现, 将重组人生长激素注射到
体内能诱导大鼠大脑海马中的 NMDA-R (NR2A 和
NR2B)表达, 且 GH 受体(GHR)表达与 NR2A 和 NR2B
表达呈现正相关性 . 这些研究说明大鼠海马细胞表
面有丰富的 GH 受体, GH 能通过这些 GH 受体进一步
诱导 NMDA-R(NR2A 和 NR2B)表达[27]. 而且, 有大
量的研究表明垂体中分布的 NMDA-R 能够调节 GH
的分泌, 如猕猴(Macaca mulatta)[29], 大鼠 [30]和虹鳟
(Oncorhynchus mykiss)[31]. 因此, 我们推测, 转 GH 基
因鲤鱼过表达的 GH 信号能够通过 GH 受体或 IGF-1
受体诱导转大脑组织细胞中 NMDA-R 表达增加, 从
而 在 高 浓 度 氨 氮 胁 迫 下 , 氨 氮 能 更 加 过 度 激 活
NMDA-R, 加重氨的神经毒性, 引起转基因鱼死亡. 
总之, 本研究初步揭示转 GH 基因鲤鱼对非离子
氨氮毒性耐受能力比对照鱼差. 转 GH 基因鲤鱼对非
离子氨氮毒性耐受能力减弱的分子机制及其合适的
养殖密度需要仍有待进一步研究. 
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